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I Blologlsch aktive Protelne 

Ea warden neue Protelne mit sefektiver Tumor Necrose 
Faktor (rNF)«-lnhlbrtorUcher jhemmender) AktMtat Ver- 
fahren zu ihrsr KersteKung. ptiarmazeuttsche Formulierun- 
gen davon uitd die Verwendung derselbea in der Mediztn 
beschrleben. 
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Beschreibuog 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Protein mit emem Ijihibitonschen Effekt gegen Tumor Neciose 
Fakto^ o- vennittelte Aktivitat, die IsoUening und Reinigung eines solchen Proteins aiis natilrhdien Qudlen. 
seine HerstcUung durch I>NA-MampulBtion und die Verwendimg- eines solchen Proteins bei dec Behandlung 
von Zusfflnden, die mit flbermftBiger oder unregelmaBigerTNFof-PtoduIrtiQnzusaimnenhang^ 

Tumor Necrose Faktor CrNF) ist eine Aktivitat, die durdfci eine Familie von Inmdestemi ^rei Prot^en, a tm^ 
A vcrkOrpert wird, welche cytotoxisch fOr TumoraeUen and und ihr Wachstum in Kultorcn m^bierra [E. 
Carswdl et aL "An endotoadn-induced serum factor that causes necrosis of tumoure", Proa Nad Acad. So. 
72, Seite 3666 (1975)1 Der Tunior Necrose Faktor a (JtiFa^ der anch als XachectraT bezeidtaet w*™*^ wmJ 
bautitsfichnch durch ZeUendermonocr^tarcn/malcrophagen-^^ 

wddie invasive Stimulimtien wie Bakterien,riren,Tumoren und andere Tonne bc^JteftW^gewahi^^^ 
'l.yniphotorin'' bezdchnet. wird hauptsadiHch- durch LypboidzeUen prodtmert TNF^Jiat viele Aijvitaten. 
fiMdi deiuenigen von TNFo; jedoch scheint es weniger wirksam zu sein, obzwar dies das Ergebms von 
Sehwierig^eiten bei der Herstellung von reinem TNFff s ein k a iffl. m « * i 

TNFtf vertoittelt und nimmt teU in einem weiten Bereich von biologiscben Aktivitfiten p. »eutter et aj, 
Identity of tumour necrosis factor and the macrophage-secreted factor cachectin", Natitfe,31€i S^te 552(1985)^ 
wobei dnige von ihnen mit Interleukin 1 (IU1)[J. Le et al; Tumour necrosis factor mlerieukm 1: cgobnes 
iRdth mJbSpIfi overlappbg biologicd activities', Laboratory InvesU 55, Seite 234 (1987)] gemem^ smA &h5hte 
Spi^ von TNFOi die beispielswdse durefa TumorzeUen mduziert and, kannen zu Gewu^tsveriust und I^cfae- 
xie fflhren und TNFa wirde euch als hauptsaddicher Eaktor von eudotoxischem SAocfc (septischer SJock) 
angesehen, was tddUdh sein kann. Andere biologisdie Wirkungen von TNFa umfassen Hypotension, Fieber 
&riert durch Stimulienmg von hypothalamischer Prostaglandin Ei (PGEa>Synthes^ Koagijopato Cmdu- 
ziert durch StimuHcrung der vaskuiaren Endothelitfliellen, welche beispielsweise den Gewebefaktor freiseteen) 
mid Ge webezerstarung f induziert beaspielsweise duich Stimulienmg einer Reihe von ProtemMra. emscWieBbc* 
Col^genaseproduttion durdi Dermalfibioblastc und Synovialzellen) [^^ I>2a^ ^^J^^ 
factor(cachectin) is an endogenous pyrogen and induces production of mteiieufan 1 J. Exp. Med, 163, Serte 1433 
(1986); J. Bayer et aL, »Cachectin/tumour necroas factor slhnuUte oollagenase and prostaglandmEa production 
byhumandeimatf51broblastsand5ynoviBlccns-J.E)q>.Med,162.Seite^ . . 

Es besteht daher ein Bedilrfois zur Entwicklung eines CachectmOTlFo-Inhibitors, der dem endotonschm 
Scfaock, BMiexie und den anderen oben besdiriebenen scbadlidienWirkungen vorbeugtbzw, ae verhmdert Es 
wurde gezcigt, daB die passive Immunisierung von *ncren gegen Cachectin dem Endotoxm-mduziCTten Tod. 
vermittehdmch ie TNF».Antik6rper \K Beutl» et aU Nature, 316. supra] vorbeugen brw. ihn veihmdem 

wurde nun ein neues Protein identifiziert, das emen wirksamen inHbitorischcn Effdrt gegen "I^c^vwrnit- 
telte Afctivitaten ohne agmfikante gleidizeitige InHbierung der Hyl-vermittelten-Akimtat beatrt. Das Protem 
wirdimfolgendenalsT\imorNecroseFaktora-InhibitorCmFa-INH)iden^ 

So wird gemHB einem Aspekt der Erfindung ein Protein gesciiaff en, das Tumor Necrose Faktor a-venmttelte 
Aktivitat selektivmbibiert , . „ ^ t i-n.!* 

We hier verwendet, wird <fie selektive hihibierung, wie durch den erfindungsgem^ ?' 
identifiaert als die FShigkeit TNF-vermittelte Aktivitat zu blodderen. wfihrend die FahigkertfcUt. andere 
Proteme^ welche nut dem TNF bestimmtei jedoch nidit aUe der biologischen Aktivitaten des TNF wie H^l 

^''v^uOTrtlseSt^^ Faktor a-Inhihitor gemafl der Erfindung m fan wesentHchen homagencr 

Fonttp im wesehtlichen Erei von grt^Bcren Venmreinigungen und/oder im westothchen frd von anderem Protein- 

™V^em Tumor Necrose Faktor ©-Inhibitor gemSB der Erfmdung wurde gefunden, dafl er eine oder mehrere 
der folgenden Hgenschaften hat: 

(a) em Molekulargewicht fan Bereich von46 bis 60 kDa, bcstfamnt durcsh Molekularaebchromatographie; 
S)efa»enisodektrischenPunkt(pI)unBereidivon5.5bis6»l,bcstimmtduiTi^ . 
?c) Hemmung der Standard-TNF-Bestfanmung verschiedener Qytotoxidzitat fib* Murln L929-Zellen. die mit 
Actinomydn D behandelt sihd, wiebeschrieben von a Ncdwin et al, "TOecte 

and mitogens on the production of tumour necrosis factors and fT, J. Immunol, 135, Seite 2492 (IMS). Dicsc 
Hcmmung kann durch weitere Zugabe von TNFa Oberwunden werden, was anzeigt, daB die Henmrniig 
kompetitiv istDec Inhibitor ist auch ein Inhibitor der TNF/?-Akdvitat, obzwar die Hemmung von TNFot ba 
dieserBestfanimingwirksameristalsdicuenigevonTNF/l ^ .« . , « 

(d) Hemmung der TNF-faiduzierten PGEz-Fteisetzung aus menschhchen Hbroblasten und Sjjiovialzenen; 
U Der Inhibitor beeinfluBt stSrend die Bfaidung von TNFa an U937-ZeUen (emc «g J^*^^ TumorlimeX 
we gezeigt wkd durch Hemmung der Bfaidung von radioaktrvmarkiertemTNFa(i"I-TNFa^ 
(f) die Spdtung von vorgefonntem TNFa : U937-ZeUkomplex wfa^ angeregt durch den Inhibitor m emer 
temperaturabhftngig^ Weise; 

(elder Inhibitor baut TNF durch proteolytischeSpaltungnichtab; . , , ^ ,. 

(h) der Inhibhor hemmt nicht die 1 Rezeptor-Buidungsaktivitat, z. B. die Bmdung von radioakuv markier- 
ter ILr 1 O^si.n^l^y^an die MurinHiymoma-SubzelliniB EL4-6.t 

Es wuide gcfunden, daB das erfuidmigsgemaBe Proteui, wenn es wctier gereinigt winj, «° ^ofekulargew^^ 
von etwa 33 000 Daltons hat, wie bestimmt durch Natriumdodecysulf atpolyacrylanudgel-ElektrophorBse (SDS- 



16-01; 14:08 ;REED TECH 



; 1 23 



OS 39 la 323 

PAGE)l 

Als weiterer oder alteroativer Aspekt wird daher ein Protein geschaffen, das TNFa-vennittehe Aktivitat 
selektiv inhibieit. das eine oder mehrere der folgenden Eigenschaften hat: 

(a) Bin Molekulargewicht von etwa 33 kD^ bestunmt durch SDS-PAGE; 

f b) einen isoelektrischen Punkt (pi) im Bereich von 5^ bis 6.1, bestunmt dureh Chromatofokussienmg; 
(c) Hemraung der Standard-TOF-Bestimniung von verschiedener Tojdzitat von Murin L929-ZeUcn, behan- 
ddt mit Actinomycin D, wie beschrieben von G. Nedwin et aL "Effects of interletikin 2, interferon-^ and 
mitogens on the production x)f tumour necrosis factors a and J. ImmunoU Sdte 2492 (1^5). Diese 
H emmun g kann durdi weitere Zugabe von ThfFcr fiberwunden wenlei^ was anzeigt, daB die Hemmung 
kbnknrrierend ist Der Inhibitor ist audi ein Inhibitor der TNF^Aktivitfit, obzwar die Hemmung von TNFa 
b« dieser PrOfimg wirksamer ist als diejenigc von TNF^; 

(6S Hemmung von INF-mduzierter POEz-Feisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Syno vialzellen; 
(e) der Inhibitor becmfluBt stdrcnd die Bbdung von TOTo an U937"ZeIIett («ne monocytische TumorzclB- 
nie, wie gezeigt durch die Hemmung der Bmdung von radioaktiv markiertem TNFo (*®I-TNFaJi 
(0 die Spaltung ehies vorgefotmten TOFa : U937-Zenkomplejces wird durch den Inhibitor hi temperaturab- 
hangiger Wcisc gef Grdert; 

(g^ der Inhibitor baut TNT durch proteofytische Spaltung nicht ab; 

(h) der Inhibitor hemmt nicht die IL-l-Rezeptor-Bindungsaktiviat z. B. die Bmdung von radioaktiv mar- 
Iderter JLrX O^ML-la^zu der Muxin Ihymoma-SubzelUnie EL4— &1. 

Voizugsweise hat der TNFflf-IKH gemOB voiliegendcr Erfindung beide Eigenschaften (a) und (b) und eine 
oder me^re der Hgens^iaf ten (c) bis (h). 

Insbesondere hat der TNFor-INH der vorliegenden Erfindong alle Eigenschaften (a) bis (h). 
- Das erfittdungsgemaBe Protein hat eine aminoterminale Aminos&uresequenz fblgendennaBen: 

Asp-Ser-VaK3lys-Pr(>-Ghi-<xIy-Lys-Ty-flc-His-Pro<Hn-C^ 

Es wird femer angenommen, daB die nadisten drd Aminosfluren eine Glyooi^erungsstelle schaKen tmd daB 
die Sequenz sich so fortsetzt: 

Asn-Ser-lhr-Lys;, 

Es sd erw&hnt; daB ein TNFcr-Ihhibitor gemifi der Erfindung eine Aniim>sauresequeDZ umfafi^ im wesentli- 
chen entsprechend der Sequenz von nativem TNFfl^INH und entfaahend eine amfaiotermlnale Sequent un 
wesentlichen mit derjenigen ^e oben beschrieben identisch ist Die Sequenz eines TNFa^inhibhors gemSB der 
Erfmdung wird demnach identisch sein mit der Sequenz von nativem TKFo-INH oder erne oder mehrere 
Deletionen, Substitotionen, InsertioneD, Inversionen oder Additionen allelen Ursprungs oder anderwdtig ent- 
halten, wobd die sich ergebende Sequenz weoigstens 80% und vorzugsweise 90% Homologie mit der Sequenz 
von nativem TWa-INH haben wird und im wesentlichen die gldchen biologiscfaen Eigensdiaften des Protems 
behaltenwird. 

Der TNFo-Inhibitor gen^ der Erfindung hat gezetgt, daB er proteinartig ist, mdem er durch Erhitzen in Zdt- 
und Temperatur-abb&n^ger Weise inakthdert und durch BehandHung mit Trypsin oder Pronase zerstdrt wird. 

Der TNFo-INH gemfiB der Erfindung hat auch gezeigt daB er em Glycoprotein ist da die Behandlung mit 
dem Enz^m Endoglycosidase F das MolekuUrgewicht urn 7 bis 8 kDa vennindert 

GemlUB einem weiteren oder aheraativen Aspelct der Erfindung wild somit ein .TMFa-Inhibitor, wie Mer 
definiert gesdiaffen; der jedoch in hn wesentlichen imglyoolisiertem Zustand ist 

Dd Isiiibitoren g^nUB der Erfundung sind von Interesse bei der Behandlung von Zustanden, wo es erwOnscht 
ist die TNFa-Akdyitat zu hemmen, beispidsweise solche Zostfinde. welche von den Wirkungnen der TKF 
Iconunen. wie Gewicfatsverlust Schock, Kacherie und chronisdie lokale Entztodungen. rheumatoide Arthritic 
asseminierte (gestreute) mtravaskulare Koagulatum und Nephritis. 

GemSB emem wdteren Aspekt der Erfindung wind ein TNFo-Inhibitor, wie hier definiert, oder em phanna- 
zeutisdi annehmbares Derivot davon gesdiaffen* zur Verwendung als akthres therapeutisdies Mittet, insbeson- 
xlere bd der Behandlung von Zustftndeni die mit fiberm&fiiger oder unregelmaBiger TKFa-Produkdon verbun- 
drasind. 

Nach einem weiteren ode:r altemativen Aspekt der Erfindung wird eine Methode zur Behandlung von 
Zustanden, die mit ObennllBiger oder nicht regulierter TNFo-Produktion in ehiem S&ugetier einschHeSlidi des 
Menschen verbunden stnd^l^eschaffeu, umfassend die Verabreidiung dner wirksamen Menge eines TKFa-Inhi- 
bitors;^ wie hier beschrieben, oder eines pharmazeutisch annehmbaren Derivats davoa 
^ Gem&B dnem weiteren oder altemativen Aspekt der Erfindung wird auch die Verwendung eines TNFo-Inhi- 
bltors, wie hier beschriiftbto, oder eines phannazeutisch annehmbaren Derivats davon zur Erzeugung eines 
Arzneimittd zur Behandlung: von Zustlnden, die mit fibermftBiger oder nicht regulierter TNFo-Produktion 
verbunden sind» vorgesehea 

FQr den Fachmann ist erdchtlidi, daB die hier uigcgebene Bezugnahme auf die Behandlung sich auch auf die 
Prophylaxe erstreckt sowie auf die Behandlung^ von oestehenden ZustSnden oder Symptomen. 

Es sd femer erwShnt daB die Menge an l^fFo-Inhibltor gemaB der Erfindung, die zur Verwendung bd der 
Behandlung erf orderlich ist nicht nur mit dem Verabrdc^ungsweg variieren wird, sondern auch mit der Natur 
des zu behandetnden Zustandes und dem Alter und der Kondi^n des Patienten und letcten Endes ins Ermessen 
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tor. wie hier deSnicrt. oder ein phannazeutisch annehmbares ^^^^.^^T^^ 

J.Iinmimal,135,loc.cit,beschiiebeiL - . „ j... TMPifcliW zimfitAst am wnbehandcltem 

Urin isoliert verdcn, dcr von mensc nl ichen FieDerpatieiitein>at*p wj, „„u m^^ mh^ Fflktinn 

kann dann aus dem rohen Urin rater Vferwendiing/ron Ami^nn^ 

^romnmsulfat. bis zu emer Konzentratton van 80% (GewyVol) bel 4 ^ ^*^^32«^^n^^ 

entfernt und die entetandene Frakbon geremigt werden, nm den TNFo-iw n von aaucrwi 
VielzahlvonchroniatograpliischenMethodenabzutMmen. «,r*.mtat werden wobei Prote- 

0^ M Natritmchlorid enthalt. eluiert werden. 
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Die verelmgten aktiven Frflktionen werden weiter geretnigt durch AiFmitBtschroinatographie auf gebimde- 
nem rekombinantem TNFa(rh'IKF(rJl gekuppelt an eine geeignete Matrix, beispielsweise Mmi-Leak Agarose 
(Kem En Tec; Biotechnology Corp, Danemanc). Die Satile soDte gepuffert sein, unterVerwendung von beispiels- 
wei^e einem Pkosphatpuffer (z.B. 0,8 M Kaliiimphosphat pH 8,6). Aktive Gnippen, die nicht an rh TNFtf 
gebunden sin4 soUtea blockiert werden unter Verwendung von EthanoIamin-HCl pH 8»5 Puffer. Die SRule sollte a 
mit einem geeigneten Puffer, beispielsweise Tris-HCl. gegebenenfalk eathaltend Natriumchlorid. equitibriert 
werdra und der TNFop-iKH wird mit mem sauren (pH 3,^ Gtycinpuffer eluierL Die eluierten FralctioneQ sollten 
sofort auf pH 7,0 durch Zugabe von beispielsweise "His-Base ehigestellt werdea 

Die aktiven verelmgten F^^ktionen werden vorzugsweise vor dem endgOltigen Reinigungsschritt der Vm- 
kehrphasen-FFLC (Fast-protdn-Iiquid-GhromatograpIiie) lyophilisieFt werden. Vor deren Aufbringung auf die lo 
FPLC'SauIe sollte die lyophilisierte TNFi^INH-Praktion mit einem geeigneten Puffer wie Trifluoressigsaure 
(IFA) (Fulka, Bucha; Schwelz)^ Heptafhiorbuttersftore (HFBA) oder EssigsfLure gepuffert werden. Die Elution 
des TNFof-INH aus der FPLC-Sftule kann unter Verwendin^g fibUcher Techniken durqhgefahrt werden, bei- 
spielsweise mit einem geeigneten Puffer, wie vorstehend beschrieben. gegebenenf alls enthaltend ^nen Alkohol, 
beispiekweise N-Propanol 15 

Die eluierte Ftaktion soUte sofort gepuffert werden, beispielsweise mit Ammoniumbicarbonat und lyophili- 
dert werden. Der TKPo^INH ist dann in un wesentlichen homogener Form, geognet zur weiteren PrOfung auf 
biologische Aktivltat uiui zur Herstellung in einer geeigneten Form zur iherapeutischen Verwendung. 

Es wird demnach als weiterer oder altemativer Aspekt der Er&dung ein Protein geschaffen, das INFo-ver- 
mittelte Aktivitftt selektiv hemmt, die im wesentlichen identisch ist mit derjenigen, die nach dem obigen Verfah- 20 
ren^altenwurde. 

Die Fahigkeit, den TNFof-INH der vorliegenden Erfindung bis zur Homogenitftt zu reinigen, hat die Sequen- 
zierung des N-tenninalen Tells dieses ProteinmolekfUs ermOgUcht Diese Sequenz nfanmt tdll beim Klonen eines 
Gens, das TNFgf-INH kodiert. und ermdglicht so die Produktion von groften Mengen von TNF<»-IKH in reiner 
Form zur weheren biologischen Untersudiung und gegebenenfalls zum therapeutistdien Testen und zur Ver- 25 
wendung. 

Proben von homogenem TNFo-INH gem&B der Erfindung k6nnen durch flbliche Tedmiken sequenziert 
werden, beispielsweise unter Verwendung eines handelsQblidien automatisdien Sequenzers, unter Verwendm^ 
von entweder Ninhydrin-. oder Gasphasenermittlung. Die ersten 17 K.este des aminoterminalen Teils des 
menscMchenTNFcp-INI], wie hier definiert; umf assen (Se folgende Sequeoz: 30 

A5p-Ser-Vd-Cys-Pro-Gln-Gly-Ly8-Tyr-fle-His-Pr(><}ln-<:;y»-Am-S 

^entifiziert unter Verwendung eines antomatischen Sequenzers; Model! 477A von Applied Biosystems). 

Es wird f emer angenommen, dafi die n^chsten drei Amiiu>s&uren eine GlycoxyUerungssteUe sdiaff en und da8 35 
die Sequenz so fortfahrt: 

Asn-Ser-Thr^Liys. 

Es sei erwahnt daB eme gute Methodc zur Schaffung groBer Mengen von TNFo-INH in reiner Form durch 
rekombinante DNA-Techniken besteht, welche in der Facfawelt gut bekannt sind. Jedoch erfordert die erfolgrei- 
che Anwendung solcher Techniken nicht nur, daB der natOrliche und rekombinante TKFo-INH oder seine 
Aktivitat genau gemessen werden, sondem auch daB sowohl das natfirUcfae als auch das rekombinante Produkt 
bis zur Homogenit&t gerdnigt weiden kann. 

GemS8 einem noc^ weiteren Aspekt der vorliegcnden &findung wird ein Verfahren zur Brzeugung eines 
Ttoor Necrose Faktor-InMbitors gemfiB der Erfindung oder dnes Derivats davon geschaffen, durch Expresdon 
einer DNA-Sequen% die einen sold^ea bihlbitor in dnem gedgneten transformlerten Yflrt kodiert 

Ein sdches Verfahren umfafit das ZQchten eines mit MolekOlen von rekombinanter DNA transformlerten 
\i^rts, umfassend DNA-Sequenzen» die den Inhibitor kodieren, welche hi einen geeigneten Vektor emgeschoben 
wordensind. 

Gedgnete eukaryotische und prokaiyotiscfae Wirte kfinnen beispielsweise sein St&mme von Bakterien, Hefen, 
andere Pilze und tierische Zellen (einschUeBlich Insektenzellen) und Pflanzenzellen im Gewebe. Besonders 
bevorzugte WlrtszeHen sind Hef ezellen, E. cofi-ZeUen und tierische Zdlea 

Die Expression eines Protons mit Tumor Necrose Faktor-Inhibitor-Akttvitat wird erretcfat durch Ztlchten der 
transfbrmierten WbrtzeOen in einem geeigneten Wachstumfimedium. Normalerweise wird ein solches Medium 
enthalten eine Quelle fOr Stickstoff wie Ammoniumsulfat eine Quelle fOr Koblenstoff und Energ^e wie Glucose 
- ' oder Glyoeriu, ^urendememe'und Faktoren, die fOr das Wachstum der besonderen WirtszeHen wesentHch sind. 
Die genauen Zacfatungsbedmgungen werden von dem gewahlten Wert abhfingen; so wird bdspielsweise us 
Falle von E coH submerse aerobe Fermentation bevorzugt, voizugsweise bei etwa 37^ C 

Zusfttzlidi kann die Expresdon induziert werden, bdspielsweise durch Zugabe eines Induziermittels oder 
Verwendung von induzierenden Bedingungen fflr das Promotor^tem, das in dem Expresaonsvektor verwen- 
detwird. 

In AbhSngigkeit von dem Wirt kann der TNFo-Inhibitor als granulare Inklusionskdrper produziert werden, 
welche nach der ZeUyse durch Differentialzentrifugieren gewonnen werden kdnnen; diese kdnnen durch flbliche 
Methoden solubilisiert und durch hier besdmebene Methoden zur Reinigung des Unn-THFo-INH gereinigt 
werden. Altemativ kann der TNFff'tnhibitor in LOsung in dem Cytosol sein, das in den periplasmischen Raum 
abgegeben oder zweckm&Big in das Kulturmedium ahgegeben wird 

Die ^^^Ftszellen werden durch rekombmante DMA-MoIekOle transformiert welche eine DMA-Sequenz ent- 
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bestimmt, dnschlieBlich der ZaM der SteUcn, diefOr ^5^*°^ f™™^ Bindime der Exgressbn 
des gefwOnschte^ Proteins. «^r««nnn Pmtmne ndtTNFo-Inhhibitor-Aktivltat kptfieren, 

und Wirtszdleii.diemitBoichenDNA-Sequeiizentr^^ niit sdektiver TNFff-Inhibitor. 

GemaB ©inem weiteren Aspekt der voriiegendea Brfmdung wird solches 
AkS^tat ge«:hafren, das diarch Expression ^J^Wir^arjrfb™^ 

tmtdcrSeqnenzvonnativemTNFa.nqHseinod^emeod«m^ J ^j^^ 

mindestens 80% nnd vorzugsweisj 9Q% ^^^^^^^^^^^^T^^^ 
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^^IFof-I^fH, welcher die DNA-Sequenz kodiert. zu unterstQtzen oder die Sekredon, Reifting oder Reinigimg des 
TNF^INH von dem Wirt zu f5rdem; das versdimolzene ^egrierte) Potypeptid kann intra- oder extra-ceilvlar 
durch bekannte TedmilEen entfemt wcrdcn oder der TNFcr-INH kann zusammen mit dem integrierten Poiypep- 
fid verwendet werden. 

Die TNFa-Inhibitoren, die durch Zflcfaten der eukaryotischen und prokaryotischen Wirte. transformiert mit 5 
DKA-Sequeazen, die TNF^Inhibitoren kpdieren, eizeugt werden, konnen dam nach Reinigung in den pharma- 
zeuthchenZusammensetzungen gem&B der Erfindung yerwendet werden. 

Bs sei erstrHEinti dafl; falls der TNFo^Inhibitor gem£B der Erfindung durch tierisdie Zellen erzeugt wurde, 
dieser ein Gtjrcoprotdn Ist Prokaryodsche Expressionssysteme werden jedocfa das Protein in unglykoHsienem 
Zvstand eizeugeo. AuBerdem kann das giykolisierte Protein d\mix bekannte Techniken im wesentlichen entgly- 10 
koUsIert werdea belspielsweise durch Yerwendung von Endo^kosidase-Bnzymea 

Die folgenden nicht-beschrSnkenden Beispiele eriautem die Erfindung. Alle Temperaturen sind in C und alle 
Prozentkonzentrationen in Gew.-A^oL angegebea 

TNFo-Hemmtcst 13 

Der Prozentsata an TNFo-INH-Aktivitat in den in den Beispielen beschriebenen Fraktionen wurde bestinunt, 
iadem angenommen wurde, daB die Werte fOr die optische Dichte (OD) von Murin L929-Zellei>, die durch 
Actinomydn D (acd D) stimuliert wurden, ehier lOQtt^igen Inhibierung bzw. Hemmung entsprechen, wflhrend 
das OD aus Zellen, die mit Actinomycin D und TNFa gezOchtet wurden, einer maximalen ZellmortalitiLt von 0% 20 
TKFa-Inhibiening entsprach. Die in dem Versuch verwendete TNFa war rekombinante menschliche INFa 
(rhTKPcrJl erzeugt in E, cd11> wie von A. Maimenout et. al, "Molecular doning and esq>re5ston of human tumour 
necrosis fiactor and comparison with mouse tumour necrosis factor*, Eur. J. Biochenx, 152, SdteSlS (1985) 
bescfarieben. Demnach wurde der Prozentsatz an TNFo-Inliibienuig in dem Cytotoxizitatstest gemfiiS der 
Fonnel(I)bcrcchnet: 25 

Prozentsatz an TNFo-INH-Aktivitat - 



r(OD mit acti D + rfaTNFa + TNFg-INH - COP mit acti D + rhTNFg)" ! 

|_ (OD mit acti D)-(Od mit acti D + rhTNFtf J ^ 



30 



Beispiel 1 

Remigungvon Urin-TNFo^INH 35 

a) Konzentration von Protein aus menschlichem Urin 

Menschlicher Urin (15 liter) wurde frisch erhalten aus einem Pool von 5 Patienten vor irgendeiner Behand- 
lung. Zwei der Patienten litten an kleinzelligem Cardoom, einer an maligner Histocytosei, ^er an Po^yodtis 40 
und einer an Sepsis. Alle waren hoch fiebenod ( > SSjS*" C) und waren frei von Hamweginf ekten. Der Urin wurde 
bei 4** auf einem Amicon Ultrafiltrationshohlfaserapparat konzentriert, mit dnem Abscfaneiden (Abspaltung) 
der MoIekfllgr6Be von etwa 5 kDa. 

b)Ffillung des Proteins aus menschlichem Urin 45 

Die Ansamrnhmg von konzentriertem Urin wurde mit festem Ammoniumsulfat gesStdgt, indem das Sulfat 
langsam unter gleldmiftBigem ROhren bei 4° zugesetzt wurde, bis eine Ammonhunsulfatkonzentration von 40% 
errScht war. Der Niedersdilag wurde durch Zentrihigieren entfemt verworf en, und der Cberstand wurde durch 
Zugabe von weiterem Axmnoniumsulfat auf 80%ig& Skttiguiig eb^gestellt Durdi Zentrifugieren wurde ein Pellet 50 
erhalten, das in ISOroI 20 mM Katiiumphosphat 4>H7,2) und 150 mM Katriumchlorid wieder suspendiert 
wtjorde. Das Ammoniumsulfat wurde durch D^yse bei 4*" imter Yerwendung von 10 mM Tris-HCL pH 7 A 2 mM 
EDTA und 5 mM Benzamidiri-HCl entfemt 

c)IdemifizienmgvotiTKFc&-INH-Aktivitat 55 

Die halb-gereinigte Hrakdpn von Beispiel 1(b) wurde m einem Cytotcxizhatstest mit der TNF-empfindlichen 
Zellinie IS29 in Anwesenheit von Actinoinydn D getestet Bei einer Verdttamnng von 1 : 20 der halb-gereniigten 
Frakdon wurde totale Henunung des cTtotoxiscfaen Eff ekts, induziert durch riiTNFo^ beobachtet, so daB der - 
ODsronm-^ert identisch war mit demjenigen, der in Anwesenheit von Actinomydn D ellein (OD570 am — 60 
gemessen wurde. 

Wdterhin wurde die tnhibitorlsche Aktivitat (Hemimkonzentration) in VerdOnnungen der Fraktion bis zu 
1 : 160 an Zellen (OD570 nm « 0!33) beobaditet wShrend der Kontrollwert von rhlNFa bei dner Endkonzentra- 
tion von 0,2 ng/ml, gemessen m Anwesenheit von Acdnomydn D, niedriger war (ODsn am •» 0^3^ so da6 50% 
Hemmung beobaditet wurde, bei einer VerdOnnung von ctwa 1 : 100 (ODszo nm = 1,10). Der TNFflf-INH hatte 65 
kerne Wirkung auf die Zellenlebensf&higkett, wenn ohne Actinomydn D getestet wurde. 
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d)VBrglek*derWirkuiiBTOitTNF<^INHanfTOTi^und-/^mdnzi^ 

Bin CMotoridtStttestwnrde durchgdohrt ratter Vnwendmw derTOF-«i.pEndHctOTZe^^ l^mj^ 
seSeftvonAcUnomydn A outer VerwenduDg eines Koii2ei«r.tionsbcieidis vpn 

^SiSm^drt Sdiriereii. ESe halb-gereinlgte Fraktion von Beispiel 1(b) ""^^J^^ZS^T^ 2 

Stt ^^SsttoBlirich Ton etwa 50% bi. hintmter zo 2% der TOEc^Hemmuag imt stttgender TNF^ 
K^nzentration hat 
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GclffltratiQn \OT Urin-TMFtf-INH 
Der halbgeremigte TNF^INH gemHB Beisplel 1(b) wurde d«r<i ^^f^^fT^^^:^^ 

Molekulargewichtv6n40 bis 60 kDa(vergLFJg. 1> 

Bdspiel 3 ' 
Cairomatofokussierung von Urin-TNFff-INH 

Si fedSsaSS^nwuide nrit «nempH-Meterb«stimBit,wobeidie Haiiptmasse derTOTaJNH-^ttviait 
&"A^SS.^^en pH ^ «nd M (vergl Hg. 2) oithalten war. Die, »t eu. AquWale.. zu dem 
pl desTNForlNH-Protebs. 
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Beispiel 4 

loneaaustaiischchromatographie von Urin-TNF^INH 

Der holbgeremigte TNFo-INH von Beispiel 1(b) wurde durch Ajiionen-AustauschchromatograpMe bei 4" auf 
einer DBAE-Sephadexsatile {2fi x. 20 cm) (Pharmacia, Uppsala. Schweden^ die in 10 mM Tris-HCI-PufFer 
pH 8,0, enthaltend 2 mM EDTA, ftquUibri^ war, gereinigt Gebundenes Material wurde aas der S&ule mit dem 
Aquilibrierungspuffer, enthaltend M Matrlumdilorid. ehdert E^rakdonen (8,0 ml) wurden gesammelt, auf 
TNfFo-INH-Aktivitat getestet und die inhibitorischen Fraktionen wurden vereinigt (160 ml) und gegen 10 mM 
Natriumaoetat-PitfferpH 5,0(4 x 2l)dialysicrt 

Der TOTo-INH wurde weiter diirch Kationen-Austauschchromatograpliie bei 4* an einer Sulfopropyl-Se- 
phadexs&ule (0,8 x 15 cm) (Pharmada, Uppsala, Scbweden), flquilibriert in 10 mM Natriumacetat-Puffer pH 5,0, 
gereinigt Gebundenes h^terial wurde aus der S&ule nut dem QJS M Natriumdilorid enthaltenden Aqidllbrie- 
rungspuner eluiert Ftaktionen (7,5 nd) wurden gesammelt, auf TKFcc-INH-Aktivitfit getestet und die iniiibitori- 
schen Fraktionen wurden verdnigt und auf das 20fadie auf einem Amicon-Ultraliitrationsapparat mit eiuem 
MolekOlgrdBenabsdmitt von etwa 1 0 kDa eingeengt 

B^spiel 5 

Geimtration von Urin-TNFflP-INH 

Das TNFff-IHK-Kjoiizentrat von Bdspiel 4 wurde durch Gelfiltratioascbromatographie bd 4" auf euier 
Sephaciyl-S-200 S^ule (2,6 x 100 cm): (Tharmacia, Uppsala, SdiwedenX aqdSbriert mit 50 mM IVis-HCl 
pH 7,4-Puffer, enthaltend 100 mM Natriumdilorid, gereinigt Sne Probe der Proteinfraktion aus Beispiel 4 
(200 mg) wurde auf die S&ule aufgebracht und mit dem AquilibrienmgspuHer bei dner FliefigeschwiniUgkeit von 
27 ml/h eluiert Fraktionen (9,0 ml) vnirden gesammdt, auf TNFa-INH-AktivitUt getestet und die inhibitorisdien 
Frakdonen wuide vereinigt Die Sfiule wurde mit Dextranblau (DB)^ 2000 KDa; Rinderserumalbumin (BSA), 
67 kDa; Ovalbumin (OAX 43 kDa; £»<3i^otrypsinogen-A (bCI% 25 kDa; uod Ribondease A (KNaseX 13^ kDa 
katibriertt wie in Fig. 4 ge^dgt 

Bdspiel 6 

Affinitatsduomatographie von Urin-TNFo-INH 

Eine TKFo^Affinitatss&ule wurde hergestellt, indem rekombinante, menscfaliche TNFa {Ifi mg) auf Mini 
Leak- Agarose (Eem En Tec; Biotechnology Corp, Dflnemaik) in 0,8 MICalhunpbosphat-Piiff er pH Sjb gekuppelt 
wurdeu Die verbleibenden, ekthren Gnippen wm^n durdi BebrOtong in 0,1 M Ethenolomin-HCI-Puffer pH 8,5 
bloddert Das Gd wurde nut 50 mM Uris-Ha pH 7/^Puffer, enthaltend 100 mM Natriumchloriit gewasdien 
(3 X 50 ml). Erne Probe der INFa-INH-Ft^ktionen aus Beispid 5 (15 ml) wurde auf die Sflule aufgebracht und 
mit Ci>2 M G^in-HQ pH 3;5-Puffer eluiert Fraktionen (1,0 ml) wurden gesammdt sofort durch Zugabe von 1 M 
Tds (5 bis 40 auf pH 7,0 dngestellt undauf TKFa-INH-Aktivitat getestet 

Beis[nel 7 

Unikehrphasen-FPlJC-CteniatograpluevonUrin--TNF<p-INH 

Die TNfFo-INH-Fraktionen aus Beispid 6 wurden lyophilisiert in 0,1% Trifluoressigsture (2J0 gd5st und 
auf ProRPC-Umkehrphosen-FPIjC-Saiile (5 x 20 cm) ^hanoada, Uppsala, Schweden), ftquilibriert in 0^% 
TVifluoressigsSure^ aijgebracht Gebundenes Material wurde mit einem 0 bis 100% Acetonitril-Gnufienten in 
Oil% TYifhioressigsaure bd emer FlieSgeschwindigkeit von 03 ml/min ehnert Zu jeder Ftaktion (0^75 ml) wurde 
0,5 M Ammonhunbicarbonat (10 iil^ zugesetzt und das duierte Material wurde lyophilisiert 

Die Umkehrphasen-FPLCOiromatographie ergab einen grdBeren Peak entsprechend derTNF<r-INH-Akti- 
vitat Die lyophiliMerten Fraktionen, welchediese Akivitat enthielten, wurden in 10 mM TVis-HCJl pH 7^Puffer, 
enthaltend 2 mM EDTA, gdfist und mittels Natriumdodepylsulfat-Folyactylaniid-Oel-Elektrophorese (SDS PA- 
GE) analysiert wobd die von U. Laemmli et al» Nature^ 277, S^680 (1970)^ bescbriebene Methode angewandt 
wurde. Es wurde gefunden, daB der INFo-IKH mit einem Molekulargewicht von 33 kDa eluiert (verg^ Fig. 4) 
wiif de. Proben, welthe unter nicht-reduaderenden Bedingungen liefen, wurden auf TNFof-INH-Aktivltat bd 
einer VerdOnnung von 1:10 auf L929-Zellen in Anwesenheit von 0,15mg^ml rhTKFer getestet Die gegen 
rhTNFa gericfatete Aktzvitat wanderte mit einem scbdnbaren Molekulargewichtf das mit d^ 33<-kDa-Bande auf 
dem Gel, gelaufen unter reduzierenden Bedmgungen^ Identisdi war. 

Beispiel 8 

Protein-Sequenzierung von Urin-TNFo-IKH 

Die BUS der Umkehrphasen-FPLC-Chromatographie isolierte TNFa-INH-Fraktion wurde im Vakuum einge- 
engt und auf ein hergerichtetes Sequenzierfilter getOpfelt Das Protein wurde mit einem Applied Biosystems 
Modd 477A-Protein-Sequenzer analysiert Fraktionen von den sequenzierenden ZyUen wuiden zur TVockene 
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eingedampft und m N J^-Dlisopropyleth^ainmacetat imd Acetoratril vor dcr Iiyektion in eine HPLOSaule fOr 
Restiden^zierungwiedcrsuspencUcit. . o 

Die ersten 17 Aminosaurereste des N-tenninalen Endes wurden identifiziertiind haben die Sequenz: 

Asp-Ser-YaI-C^-Pro<:kL-Oly-Lys-Tyr-ne-Hu-Pi^h-<^-^ 

Es wild weiterhia angenommen. daB dienftchsten drd Aminosaiirw cine GlykosyUerangsstelte darsteH und 
daB die Sequenz somit sich mit Asn-Scr-Tln-Lys fortsetrt. Dies© Sequenz ist mcht deutiich homogen zu 
irgendemer Proteinseqiienz, <Ke in der NBRF-Proteinsequenzdatenbasia (November 1988) enthalten ist 

Beispiel 9 

VeranscihauUdmQ& daB INFa-INH ein Protein ist 

j5 (B)Zeit-undTemperatur«l>hfiHgi5fceit 

Der Sephamrt S-20O-gereinigte 'mFa-INH gemSB Bdspiel 2, erhalten durch Vereinigen: der RJl«;cto mit 
den aktivraEralcdoneii. wurde auf 56% 75- und 95» eriritzt Die TNFo-INH-Aktivitat wuKtenachjA 20 und 
60 min semessen und durch Vergleich mit unbehandelten Proben wurde der Prazentsatz an TNFo-INH- Aktra- 
2» tat gei^ Fonnel (I) crredinct Die in der folgenden TabeUe 2 angegcbenen Ecgebnisse zeigen. daB die 
TNFo-INH-Aktivrtat in zeit- und temperaturabhilngiger Weise sinkt 

Hitzeinaktivienmg 
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'(»C) (min) Akdvitat 



10 IQP 

56 20 100 

60 93 

10 60 

75 20 26 

60 .15 

10 27 

95 20 10 

60 13 



(b) EmpfindlichkeitftirTrypBinverdatiung (digestiver Abbau) 

TVypdn (500-ue) (Sigma. Sl Lorn?, Mciw)in 02 M THs-Ha-Puffer (pH Bfi). entbaltend 1 mM Calduindilorid, 
wuixiezu den v^inigten Fraktionen des Sepliaciyl S.200-gereinigten Urin-TOTflf-INH von Bei^piel 2 gcgeben 
und 4 h bd 37«C bcbrtltct Bin anderer Antcal von Trypsin (500 jig) wurde zugesetetund die Vwdauuftg weitwe 
20 h fortgesetzt. bci welcher Zeit die ReafctioiL durch Zugabe von Sojabohneatrypsm-lnWbitOT(2 mg) (Sigma, St 
Louis. Uo) beendet wTude. Der Prozentsatz der INFopINH-inhibitoriscbBn Aktmtat des Trypanauaugs und 
der Konttollprobe wurde bestimmt bd ciner EndverdOnnung von 1 : 20 des Pools der TCreougtea IM^onra auf 
L929-Zellen, stimuUert durch rhTKFa ip Anwesenheit von Actinomydn D gemaS Formel (I> Die Ergebmsse 
sind in der folgenden Tabelle 3 auf gefOhrt 

TVypsin-Inaktivierung 

Bedingungen Pn>zHitanTNFa.INH. OD570nm 

Aktivltat 



Pi^eralleiii 0 
Trypan + Sojabohneii-Trypsininhibitor in Puffer O 
teilwei8cgerdnigterSephadexS-200-Urin 61 

t«iweisegereimgterSephadexS-200-Urin, 23 i»w 

verdatit mit Trypsin 

(c) Behandlung nut Hamstoff 

Der mit Scphacryl S-200 gereimgte TNFff-Ibm von Beispiel 2 wrde zu 2 M Harns 
beu'gegenPhos^at-gepJferteSaHOs^ 

SS^e TOr derBiobeslr^ung wiedetholtli wuAe geftmden, daB die TNTFo^INH-Akti^dtftt nidit ang^if f en 
war, was anzeigt, daB e inhibitorische Aktivitat durch ein MolekOL mit niedrigem Molelculargewicht. gcbunden 
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an ein Proteih, nicht vennittelt wurde. 

Beisplel 10 

Yeranscfaaulichung von konkurrierender (koinpetidver) Hemmung 

E>cr Sephacryl S-200-gereiiiigte TNFo-INH von Beispiel 2 wurde bei einer VerdQnnung von 1 : 10 gegen 
steige&de Mengen von rhTNFa auf L929-Zellen getestet Eke umgekehrte Wechselbeziehung zwischen der 
Menge an vorhandenem rhlNFa in dem Test und dem Orad der Hemmung wurde beobachtet (siehe Fig. 3). 
Demnach wird die Henm-Aktivitat kompetitiv durch stdgende Konzentratlonen an rbTNFo tiberwunden. 

Beispiel 11 

Hemmung der TMFa-vermittelten PGErProduktion durch dermale Fibroblasten 

Mensdiliche dermale Fibroblasten warden bet einer Konzentration von 2,0 x 10^ Z^en/Vertiefung einge- 
bntdit und 48 h gezQchtet Die Zellea wurden dann mit DMBM-Puffer, ergftnzt mit 10% FCS als Kontrolle. 
atunuUert ZeBen wurden audi mit rhTNFa bet Konzentrationen im Bereidi von 0,5 bis 5 mg/ml stimulierti und 
der Effekt des TNFo-INH aus Beispiel 5 wurde bei drei Verdflnnungen (1 : 20^ 1 : 50 und 1 : 80) in dem obigen 
Fu£fer beobachtet Nach 725tflndiger BebrOtung wurde die PGBrProduktion im ObersteJienden durch Radioim- 
munoassay unter Verwendung eines PGEr Antiserums [aehe J. M. Dayer et aU J. CIul Invest, 67, S. 1385 (1979)] 
gemessen. 

Die Hrgebnisse rind in der folgenden l^Ile 4 gezeigt und veranschauiidien, daB die FShigkeit von rhTNFa 
die PO^rProduktion durch dermale Fibroblasten zu stimulieren, durcfa die Zugabe von TNFo-INH bd alien 
drei YerdOnnungen gehenunt war. Bei einer YerdOnnung von 1 : 80 von TNFo^INH war die inhibitorische 
Akdvit&t teilweise di^ch stdlgendeibTNFa-Konzentrattonen Qberwundea 



KonzoDtratiouea vcm rhTNP PG^Produktion durch m^oschl, dermale Fibroblasten (ng/ml) 

auf mcDscbL Fibroblasten VeniflnnimgvonTNF-INH auf Fibroblasten 

(pg/ml) keine 1:80 1;50 1 ;20 



0 5a6±7,4 88,8±5i6 . 103^±83 111;D±9^ 

500 16a0±14.1 126^±93 n5Ji±efi 1133±7,1 

2000 331,7 ±28,4 217;2±10J 15V±10J 1153±2U 

5000 381,7±19,6 257^±13,7 253,1±2U 221,6±16,0 



Drei verschledene Yersuche wuzden mit dem gleicfaen Stamm von Fibrobtasten durchgefOhrt Puffer oder 
TNFoF-INH wurde bei verschiedenen YerdOnnungen in Anwesenheit oder Abwesenheit von verschiedenen 
Konzentrationen an rhTNFa inkubiert Die PG^rProduktion dm^ gezOchtete, menschfiche^ dermale Fibrobla- 
sten wurde nach 3 Tagen gemessen. Die Wcrte stellen die dreifachen Mittel der drei Kulturen ± SEM (N - 3) 
dar. 

Beispiel 12 
rhlKFo-Brndungshemmtest 

Rekombinante, menschliche TNFa wurde unter Yerwendung der Jodogen-Methode von Fraker und Speck jr^ 
Biochemi Biophys. Res. Comm, 80, S. 849 (197^ jodiert Die spezifische Afctivitftt von [*»J>INFa war 
2,2 X 10* cpm/ng und erzeugte eine ehizige Bande mit pmem Moiekulargewicht von 17 kDa, wcmi durdi SDS 
PAGE analydert wurde. Die menschliche Makrophagen-Zelfinie U937 in eliquoten Anteilen von 10^ ZeUen 
wurde 2 h bei 4** m emem Koiiturmedium (200 umf assend RPMI 1640 (Gibco^ Paisley, Sdiottland]^ ergftnzt mit 
Streptomycin (100 ^ml^ PenidUin (100 E/mlX 1,0% Glutamin and 10^ foetalem Kalbsserum, mid zusfltztich 
enthaltend Ofi4% Natrtumazid und 0^ ng \}^jyVi^c^ gezflchtet IMe Bindungshemmung wurde durch Zugabe 
von verschiedenen Yerd&inungen an TNFo^INH (1 : 20, 1 : 200 und 1 ; 2000)durchgefiahrt 

Kicht-^peziflsdie ' Bindung wurde in Anwesenheit eines lOOfachen Uberschusses von nichtmarkiertem 
rhTNFa gemessen und die h%ie Radioakdvitat wurde von dem gebundenen [^j]-TNFa durcfa Zentzifugieren 
durch dn Olgemisch abgetrennt, wie von Robb et al, J. Exp. Med, 154^ S. 1455 (1981X beschriehea Zellgebunde- 
ncs p^J]-TNFxr wurde in.einem Gamma-Zflhler (LKH^ Bromma, Sdiweden) gemessen und der Prozentsalz der 
Biiidtmgehenunung wurdeiiach der Fonnel (II) bestimmt 

Prozent der Bmdungshemmung: 

100 X I - r cpm mit TNFa^lNH - cpm nicht-spezifische Bindung 
|_cpm GesamtbinduQg - cpm nicht-spezifische Bindung 
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Bdsfnel 13 

TOrkuiigTOirT^«'o-Ibm«nfP''-J}-TOFa-BtaiiuilgBnU937-ZBllen 
lI937.ZdlBii wurden 1 h bd 20» in dem Kutamnedium von Beispid 12 in Anwraenhedt von ratwi^er 

^g«StSSzeltenvrate.invierAnrttee.ufe^^ 

D« R^Umsatii der keinTOFi».INH enllfelt zdgte keine Heinmalitivlttt a wurde f««^ 

r^^MpSwa-lNHbdVerdllnmiiigeiivonl :200bzw.l =Ma>v«-d«?>^8»l»™™l°*^'^ 
DffV^sS^wuidevriedeAoltiiiite^ 

nicfatspeufische Bindimg korrigiert werden konnte. 

Belspiel 14 

Spaltung dncs vorgeft>nnlen TNFa:U937-Komplexes 

Z^an wurfefl gewaschen und entweder 4" oder 37» in Anwesenheit oder AWweifedt vcm 

^(^INH mcher spaltet in dessen Abwesenheit, und es wurdc weiterhm f estgesteUt, daB dies m emer Zeit- 
und Temperatm^abhtogigcn Weise (siche Hg-C) erfolgt 

Beispiel 15 

I^fiteDung, daB TNF«-INH kein ProteDlytlkom fto- h^^^ 

P^n-'mFawuide 1 hbei20" inAnwescnhdtvondrd verschiedettmVenlfli^^ 
1 '200 md 1 TSund In Anwesenheit von Pufier aflein bebrtttet Bel Anatyse durchSDS P^GE nrdAntom- 

vi^Bfra-iNH wandcrt. was anzeigt, daB der InhiT>itor kerne proteol^^ 

Beispiel 16 

WirkungvonTNFa-iraaufdielVl-Rezeptor-Bindungsak^^ 
Die Aktivitftt von TNFc^INH ans Beispiel 5 wuide in dem IL-l/LAF (Lymphozyten-aWvierend^ Fak- 
iSnu^ laa S. 1541 (1987i for ein IL-Mnhibitorprot^ beschriebenl Eane Dosis-Reaktion von pHhlhymi- 
Sl^att.TI«r«SSS^beobadiJ^^ 

^^WrdSfri^^WaheiiLen. batten k^^^^^ auf dierL-l-mduzu^rtelhymozyteih 

VBmehiTaiawasan2dgt,daBdieHemmungnnrfQrTKFa5pezifischist „a„<.ja„ 

c^^ariS^^EreSfse Bind unter BSigsnahmeairf die beigefflgten 2^dmungen folgendOTnaBen eriflu- 
t^^^^^^^^l^^S^^rom dcr Seph^ S-2(H)-Geffiltretion. Sftulenfratoionen {Iv^ 

Anwesenheit von Actmomycin D (1.0 ng/ml) getestet o o). Die Kum (— ) betotet O^ao m d^Fn^o^ 

n^Dfe ^en bedeut^e ZeUyseTgemessen durch Farbstoffaufnahme ds R**^?^'^ ^cbn^j^ D ( 
S zu ifSomycin D plus hiTOTa (®) ohne Urin. Die Moleknlargewiditsmarker "fd Dortranbtonm 
Sd^«5SS^)fovalbunu^(0A)^ o-O^ 

"lC^igtdasUrin-TT^Fa.INH-AkdvitatsprofflderCh«^^ 

&Sr^=.tSei^ 

^^Trd^r^oSi'^^^^^ -nit gerdnigtem T>IF^ aus Be^^^^ 

SaS^Sn^(9m^wtiden sterilisiWt und bei einer VenlQnnung von ^'^0 geg^rWOTa O-W 
^SS^von Womydn D (M> Jig/ml), in AnwesenheU von Actbio^ D (W ^ frSl^^t 
to^te?^tgetestet(o— o).DieUnie( )bedeutetOD280nmderFtafcuonen.DieBalken5indwieinFig. 1 



12 



16-Oi;i4-:08 ; REED TECH 



; 1 23 



OS 39 10 323 

deBniert 

Fig. 5 zeigt die SDSPAGB-Analyse von gertmigtem TNFa-INTH von Beispiel 7. SDS PAGE wurde wie von U. 
Laemmli et oL, Nature^ 277, loc dt, bescbrieben, durchgefQfirt Die Proben wiirden auf \5% Polyacrylamid-Cel 
mit dnem 3% Packtingsgel geladen, und'die Cele wnrden nut Sitber auge^rbt, wie von C Merril et aL, Proc. 
Natl Acad. ScL USA. 76, S. 4335 (197&) beschrieben. Probelaofe imter nicht-reduzierenden Bedingungen wurden 
mt biologische Aktivitat getestet, indem 2 Inm-Scheiben von dem Gel abgescbnitten und die Protfeine durch 
BebrQtung tiber Nacht in 10 mM Tris-HQ pH 7 A, enthaltend 2 mM EI3TA (Gesamtvolumen 20O jU]^ elniert 
wurden. Die Fraktionen wurden bei einer VerdOnnung von 1 : 10 auf L92&-Zdlen in Anwesenheit von rhTMFcf 
(Oi,i5ng/nil)gete5tet 

Fig. 6 zeigt die Wlrkung von TNFo-INH auf [*"J>TOFa-Bmdung an U937-Z;eDen. TNFflf-INjH wurde bd drd 
versdiiedenen VerdQnnungen in Anwesenheit von ['^JJ-H^Fcv mit der U937-ZeUenlime, wie in Beispiel 13 

beschrieben, bebrUtet Lecre Vieredce (D □) bedeuten Bebrfttung in Anwesenhdt von TNFo-INH und die 

leeren Dreiedce (A — A ) bedeuten die Kontrollprobe. AissgefOUte Symbole bedeuten eine SOminatijge Vor- 
Ibkubation vonTNFo-INH bei 20* mit[*"J]-*tNFain dem Kulturmedinm vor der Zellzugabe. 

Fig. 7 zeagt die Spaltung cines vorgefonnten TNFa : U337-Komplejces. U937-ZeUen wurden mit \}^jyTHPa 
vor-infcubiert, gewascben und mit TMFohlNH, wie in Beispid 14 besduieben, entweder bd A" (□ — □) oder 

37« ^ n ■) bebrOtet Bd der angegebenen Zeit wurde die mit der Zelle verbundene Radioakdvitdt gemessen 

und der Prozentsatz der spezifischen Bindung bestimmt Auf dem Diagranun wurde der von der KontroUe 
ertialtene Wert ohne den Idubitor abgezogen van den Werten, die bei den zwd Tenq>eraturen eibalten wurden, 
so da8 100% dem Wert entspr«diea der ofane Zugabe vonTNPop-INH erhalten wurde. 

Patentansprflche 

1. En Protein, das Tumor Necrose Faktor CrNF)""VetmitteUe Aktivitat inHbiert (hemmt> jcdodi anderc 
Proteine, weldie mit TUF gewisse, jedoch nidit alle biologischen Aktivitaten von TNF gemdnsam haben, 
niditbloddert. 

Z Proteii^ das Tumor Necrose FBklor(^ver^littelte Aktivttilt sdektiv hemmt und do oder mehrert der 
folgenden Charalcteiistika bat: 

(a) Bin Molekulargewicht im Bereich von 40 bis 60 kDa, bestimmt durch Molekdarsiebdiromatogra- 
phie; 

(b) einen isoelektrisdten Punkt (pi) nn Berdch von 5^ bis 6;i, bestimmt durcb Chromatof okossierung; 

(c) Hemmung des Standard-TNF-Tests. der DifferentialcTtotoxi^t fOr Murin L929-Zellen, die mit 
Actinomydn D behanddt sind; 

(d) Hemmung von TKF-induaertef PGBrFreisetzung aus menschtidien Fibroblasten und Syi^ 
len; 

(e) der Inhibitor stOrt bzw. tlberlagert sicih mit der Bindung von TNFcc an U937-Zellen (dne monocyti- 
sche Tumorzellinie), wie durch Infiibierung der Bmdung von radioakttvmarkierter TNFtf ('^I-lNFa/ 
eradittichwird. 

(0 die Spaltung eines vorgebildetert TNFa : U937-ZelIkomplexes wird durch den Inhibitor in tempera- 
tnrabh&ngpger Weise gefOrdert; 

(g) der Inhibitor baut TNF durdi proteolytiscfae Spaltung nidit ab; 
(h) der Inhibitor hcmmt nidit lUl-Rezeptor-bmdende Aktivitat, z. B. die Bindung von radwafcthr markier- 
Cem IL-1 (^"I-IL-lc^an die Murin Tfaymoma-Subzelfinie EL4 — 6.1. 

a Prbtehv das sdektiv Tumor Necrose Foktorfip-vermittelte Aktivitfit inhibierf (hemmt) und dn oder 
mehrere der folgenden Charalcteristilui bat: 

(a>Ein Molekolargewicht von etwc 33 IcDa, bestunmt durcfa SDS-PAGE; 
. (b| emen isoelektiischen Punkt (pi) im Bereich von 5,5 bis &1, bestimmt durch Chromatofokussierung; 

(c) Inhibienmg des Standaid-TNF-Tests der Differential-Cytotoxisdtat fOr Mimn L329-Zellen, die mit 

Actinomydn D behanddt sind; • 

(d^Inhibiermig von TNF-induderter PGHrFdsetzung aus menschlichen Fibroblasten undSynovialzd- 
len; 

(e) der In£ubitor st5rt (aberlagert):die Bindung von TNFa an U^7-ZeIIen feine monocytische Tumorli- 
nie), wie durch Inhibierungder Bindraig-von radioaktiv markiertemTNFoO^I-TNFo^ersichtEch; 
{f) die Spaltung emes vorgeformtenTNFa ; U937-ZeIlkomplexe8 wird durch den Inhibitor in tempera- 
turabhan^gcr Wedse gefOrdcrt bzw. hervorgeruf en,- 

(g) der Inhibitor baut nicht TNF durch proteolytisce Spaltung ab; 

(h) der Inhibitor hemmt nicht ]I/-l-Rezeptor-bindende Akdvit&t; Z. B. die Bhidung von racUoaktiv 
markiertem IL-I (*^I-IL-1 a^ah-die Murin Thymoma-Subzdlinie EL+— 6.1. 

4. Hn Protem gema& einem der AnsprQche 2 oder 3 mit den ^enschaften (a) und (b), zusanunen mit einer 
oder mebrer^t der Hgenschaften (c) bis (h)L 

5. Proteingem&B euiem der AnsprOdie 2 oder 3mit alien Elgenscfaaften (a) bis (h). 

6. Protein gemfiB einem der AnsprQche 1 bis 5, das einem natOrlich auftretenden TNFa>Inlubitor entspricht 

7. Protein gemaB einem der Anspriidie 1 bis 6^ mit einer ammoterminden Aminosauresequenz folgend^- 
maBem 

Asp-Ser-Val-pys-Pro-Ghi-Gly-Lys-TVr-ne-His-Pro-Ghi-Cys-Asn-SBr-Ile. 

8. Protein gemafiAnspruch 7, mit einer amicoterminden Aminos&uresequeaz folgendermaBen: 

13 
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/Up-Sei^Val<:^Pro<Jta-^ly-Ijra-T^n>Hi8-Pro-Gln^ 

9. Protein gemaB eizLem der Ansprfldie 1 bis 8; dadurch gekeimzeichiiet» dafi die Aminos&uresequenz eine 
Oder mehrete Deietioaen, Sidsstrtudooen, Insertionei^ Inversionen oder Additionen afielen Ursprungs oder 

5 anderwettiff enthalf, wobd die sidi ergebende Sequent nundestena 80% Homologie mit dem Stonunprotein 
hat tmd im wesentHchen (Ue gldcfaen biologischea Eigenschaftea wie das Stammprotem beh&lt 

10. Proteia gemaft AAsprocfa 9, mit wenigstens Homologie mit dem Stammprotein. 
1 1* Protda gem^ emem der Axisprilcbe 1 bis 10 in einerim wesecctUc^ 

IZ Protein gemftB dnem der AnsprOche 1 bis 11, dadurdi gekeiui:»iclmet, da0 es ein rekombinantes Protein 
10 - ist. • • . , 

la Protdn gem&B einem der AnsprOche 1 bis 12, dadurch gekennzeicbnel, daB es eln gtykosyllertes Protein 
ist 

14. Protein gemftfi etoem der AnsprOche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB es im wesentBcihen in 
ixQg^icolisiertem Zostand ist 

15 15. ISme cxogene DNA;anifa88end eine Nndeotidsequena; welche irfn Prolpm kodier^ wie m emem der 
AnsprOche Ibis 11 definiert ^ . i., 

16. Ene cDNA, umfassesod cine Nudeotidscquem^ welche ein Protein gemHB ehiem der Ansprache 1 bis U 
kodiert 

17. Rekombinanter Expressiansvector, umfassend DMA gemfLB einem der AnsprOche 15 oder 16. 
20 18* WirtszellertransFomilertinit eanem Bxpiessionsveklor gemftB Ansprucfa 17. 

19. Yerfahren zur Berstdlung eines INf a-INH-Proteins, dadmch gekennzekhnet, daB eine Ze^ gemSfi 
Anspruch 18 gezOchtet mid dwTNF^^I^W-Protein isoHert wird. 
20i Rekombinantes Protein* heieestellt nach der Metliode von Anqpnich 19. 
. i21..Vetfiahi«nzurHCTstellungeuiesTOTtf-INH-Protems,^ 
29 (alKonzentrationdesUiinsyonFieberpatienten; 
fb}AminoniumsuUatfsaung; 
(c}Anionaustau5c3K^hroniatographi^ 
td) KationePBUStauschdiromatograjdiie; 
(e)Oelfiltrati6n; 

(OA£finltatschn>niato^aphie;imd 

(g)Umkehrphasen-EPLG . . ^ . ^ 

22. Protein, dadurch gekennzeidmetp dai es hn wesentlichen identiscfa ist mit dem Protein, oas nacn dem 
Yerfahren von Anspmch 21 erhaltenwurde; ■ 
23t, Fhannazeutiscfae FormuUening, tttpfflgi^tMTrf ehien INPa-Inhit^r, wie in einCm der AnsprOche 1 bis 14 
oder Anspnich 22 definiert Oder dn phannazeutisch annehmbares I>erivat davon und einen pharmazeu- 
tischannehmbarenlVfigerdafOr. ™- . 

24. ProtemgemaB ememder AnsprOche Ibis 14 oder Anspnich 22 zur Vewendungm derHierapie. 

25. Phanna^eutische Fomralierung zur Verwendiing bei der Erzeugung ^es Arznehnittels zur Behandlugn 
von Zustandcfl, ^e mit QbermaB^ger oder unregehnaBiger TNFo-Produktion ehihergehen, dadurch gekenii- 
zddmet, daB diese Formulienmg einen TOFflf'Inhibitor, wie in einem der AnsprOche 1 bis 14 oder Anspnich 
22 definiert; oder ein pharmazeutisdi annehmbares Dcrivat davon umfafit 
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